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【研究の目的】
急性前骨髄性白血病 (APL)では,オー ル トランス型レチノイン酸 (ATRA)によ
る分化誘導療法が有効であるが,抵抗性や再発の問題がある。近年,このような難治
性APLには,亜ヒ酸 (ATO)が有効であることがわかり,治療成績も向上している.
しかし一方で,ATOの副作用の問題や他の腫瘍への応用など,その治療法には更なる
改良が必要とされている.
ATOの抗腫瘍効果は細胞死の誘導に起因し,その細胞死は,細胞内の酸化還元ホメ
オスタシスタとりわけ活性酸素種 (ROS)の誘導量に依存する。このことは,ATO非
感受性の腫瘍でROSの誘導量が低いことからも支持される。これらの研究から,ATO
抗腫瘍療法の改良および抗腫瘍スペクトラムの拡大のためには,酸化ストレス促進剤
の併用が有効であると考えられている。
本研究では,ATO抗腫瘍効果を増強する強力な酸化ストレス促進剤として,グルタ
チオン合成阻害剤であるブチオニンスルホキシミン (BSO)を用い,BSO併用
(ATO/BSO)によるATO細胞死の増強メカニズムを解析し,より有効かつ副作用の
少ないATO抗腫瘍療法の基盤となる研究を目的とした。
【方法】
急性前骨髄性白血病培養細胞株HL60を用いて,BSO併用 (ATO/BSO)で増強さ
れる細胞死のメカニズムをATO単独と比較して解析した。
1.ROS誘導の必要性は,抗酸化剤処理による細胞死への影響を解析し,蛍光プロー
ブを用いた細胞内ROS量測定により評価した。
2.細胞死のメカニズムは,シトクロームじの漏出,カスパーゼの活性化,カスパー
ゼ基質の切断をウェスタンブロッティング (WB)法で解析した。ミトコンドリア
膜の障害は,NIRdye染色後,共焦点レー ザー顕微鏡で解析した。
3.アポ トー シスのシグナル伝達を制御するBCL2ファミリー 蛋白質,およびMAPK
ファミリー 蛋白質の発現と活性化は,WB法にて評価した。構造変換により活性化
される分子,相互作用により活性化される分子については,免疫沈降後にWBを
行った。
4.BSO併用 (ATO/BSO)で活性化されるシグナル伝達分子の重要性は,siRNAに
よるノンクダウンあるいは特異的阻害剤を用いた活性化阻害によつて確認した。
【結果】
1 ATO単独で約30%,BSO併用 (ATO/BSO)で約80%の細胞死が誘導され,顕
著な増強効果が確認された。BSO併用で,細胞内ROS量の増加が認められ,抗酸
化剤処理で細胞死が抑制されたことから,BSO併用の細胞死増強効果はROS量に
依存することがわかつた。
32. BSO併用 )で誘導された細胞死は,ミトコンドリア膜障害,シトク
ロームθの漏出,カヌパーゼ3,カスパーゼ9の活性化,およびカスパーゼ基質PARP
の切断が増強していることから, ミトコンドリア経由のアポ トー シスと考えられ
た。更に,これらのアポ トー シスシグナルもまた抗酸化剤で抑制された。
ミトコンドリア経由のアポ トー シスを実行する一連のBCL2ファミリー 蛋白質
を調べたところ, ミト童ンドリア膜透過性克進に直接関わるBAXの活性化が認め
られた。更に,アポ トー シス促進蛋白質BIMELとアポト~シス抑制蛋白質MCLl
複合体のリン酸化が認められた。この複合体のリン酸化が引き金となり,BIMELが
MCLlから解離し,BAXと相互作角していることが明らかとなった。次に,ROS
応答性にBIMELの活性化を誘導する可能性のあるMΔPKファミリー 蛋白質を調べ
たところ,MΔP3K蛋白質ASKlとふ江APK蛋白質JNKのリン酸化が認められた。
これらのシグナル伝達分子のリン酸化もまた抗酸化剤によつて抑制された。
BIMELをノックダウンすると下流のアポ トー シスシグナルがすべて抑制される
ことから,このアポ トー シスにおけるBIMELの重要性が確認された。さらに,ASKl,
JNKもそれぞれ特異的阻害剤で活性化を阻害すると,BIMELの活性化および下流
のアポ トー シスシグナルが抑制されることから,ASKl,JNKがこのシグナル伝達
に必要なふ江APKファミリー 蛋白質であることが確かめられた。
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【考察】
酸化ストレス促進剤BSO併用で増強されるATO誘導性の細胞死は,ROS応答性の
ミトコンドリア経由アポ トー シスであることが明らかになった。その実行因子として
BCL2ファミリー 蛋白質であるBIMEL,MCLl,BAXが同定された。BIMELは,平時
はアポ トー シス抑制蛋白質MCLlと複合体を形成して不活性状態であるが,ATO/BSO
刺激によってリン酸化を受けると,BIMELがMCLlから解離する。解離したリン酸化
BIMELは,BAXと相互作用してBAXを活性化し,アポ トー シスシグナルを伝達する
ことが示唆された。さらに,このBIMELの活性化には,細胞内に誘導されたROSに
応答し活性化されるMAP3K蛋白質ASKlとそれによつて活性化されるMAPK蛋白
質JNKが重要であることが示唆された。
【結論】
本研究では,急性前骨髄性白血病培養細胞株HL60,酸化ス トレス促進剤BSOを用
いて,酸化ス トレス促進剤併用で増強されるATO誘導性の細胞死のメカニズムを初め
て明らかにした。そして,その実行に関わるBCL2ファミリー蛋白質のメンバー, さ
らにBCL2ファミリー蛋白質の活性化に関わるMAPKファミリー蛋白質のメンバーを
明らかにしたことから,ATOをより有効な治療法に展開するための情報を得ることが
できたと考えられる。
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